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Téma: Využití molekulárně cytogenetických metod v reprodukční genetice 
Chromosomové abnormality jsou jednou z hlavních příčin vrozených vad, poruch 
fertility a/nebo lidské infertility. Přibližně 40-50% lidských plodů je chromosomově 
abnormálních. Chromosomové abnormality jsou příčinou asi 6% potratů v prvním trimestru 
těhotenství a vyskytují se u přibližně u 0,6% živě narozených dětí. Většina těchto CA má svůj 
původ v gametogenezi a vzniká poruchou procesu meiosy. Každá gameta je finálním a 
originálním produktem meiosy, nesoucí originální chromosomovou výbavu. Cytogenetické 
vyšetření gamet představuje proto důležitý úkol z hlediska porozumění mechanismu, původu 
a etiologie výše zmíněných chromosomových abnormalit. V tomto ohledu vyšetření gamet 
však představuje technicky náročný úkol.  
Moje Ph.D. práce je zaměřena na rozvoj nových technik pro detekci chromosomových 
abnormalit v gametách a embryích. Vyvinuli jsme PNA-FISH metodu jako alternativu ke 
konvenční FISH a PRINS metodě, pro rychlou, účinnou a robustní in situ detekci 
chromosomových abnormalit v lidských gametách, polárních tělíscích a blastomerách. 
S použitím přímo značených PNA sond pro chromosomy 1, 4, 9, 16, X a Y jsme provedli 
jednoduchou i vícebarevnou PNA-FISH metodu. Tato práce potvrzuje efektivitu multibarevné 
PNA-FISH reakce jako významnou alternativu FISH pro in situ chromosomové vyšetření a 
demonstruje, že PNA sondy mohou být významnou alternativou konvenční metody FISH pro 
rychlou diagnostiku aneuploidií  a doplňkem rychle se rozvíjejících arrayCGH metod.  
Experimentální část mé disertační práce je založena na studiu aneuploidií ve 
spermiích u nosičů zárodečné mutace v genu TP53, pacientů s Li-Fraumeni syndromem.  
Důvodem této studie byly nedávno publikované studie o účasti genu TP53 ve 
spermatogenezi a nález dvou případů Turnerova syndromu u dětí v rodinách s Li-Fraumeni 
syndromem. Gen TP53, regulátor transkripce a tumor supresor, je také exprimován během 
časného embryonálního vývoje, který je u člověka asociován s vysokou chromosomovou 
instabilitou. Klíčovým regulátorem p53 je protein MDM2. Oba tyto proteiny jsou funkčně 
spjaty s apoptózou v zárodečných buňkách, což může ovlivňovat lidskou fertilitu. Chybí však 
důkazy, jak varianty v těchto genech mohou ovlivnit apoptózu zárodečných buněk a způsobit 
mužskou infertilitu. Naše studie nalezla zvýšenou frekvenci aneuploidií, zvláště gonosomů, 
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ve spermiích nosičů zárodečné mutace genu TP53 oproti zdravým kontrolám a odhalila riziko 
chromosomových abnormalit u potomstva těchto nosičů. Tato pozorování mohou mít 
souvislost s účastí proteinu p53 ve spermatogenezi i s nálezem dvou případů Turnerova 
syndromu v rodinách se zárodečnou mutací TP53.   
Poslední téma disertační práce se týká dopadu varianty rs6836703:G>A v genu pro 
ADP-ribosyltransferázu a její vliv na spermatogenezi u české populace mužů 
s oligozoospermií a azoospermií. Neplodnost postihuje v západních zemích 10 - 15% párů, 
přičemž asi u přibližně 50% případů mužské neplodnosti zůstává příčina neobjasněna. Z 
tohoto důvodu bylo publikováno velké množství prací, analyzujících genetické příčiny mužské 
neplodnosti. Studie v japonské populaci mužů prokázala, že varianta rs6836703:G>A v genu 
pro ADP-ribosyltransferázu (ART3) je signifikantně asociována s neobstrukční azoospermií. 
Cílem naší práce bylo stanovit frekvenci této varianty a určit její vliv na spermatogenezi u 
české populace mužů s oligozoospermií a azoospermií. Nalezli jsme významné rozdíly v 
distribuci alel/genotypů mezi fertilními muži a pacienty s oligozoospermií, zatímco u mužů 
s azoospermií nebyl tento rozdíl signifikantní. Zjistili jsme, že tato varianta je v populaci 













Title.: Utilisation of molecular cytogenetic techniques in reproductive 
genetics 
Chromosomal abnormalities constitute one of the most important causes of birth 
defects, fertilization failure and/or human infertility. 
Approximately, 40-50% of human conceptuses  are  chromosomally abnormal, 6% of 
the abortions during the first trimester of gestation are directly linked to  chromosomal 
abnormality, while at term  0.6% of livebirths present with such features. Most of these 
abnormalities originate from the gametogenesis and arise through disturbed meiotic 
processes.  Each gamete is a final and original product of the meiosis carrying a unique 
chromosomal set. Therefore, cytogenetic examination of individual  gametes represents an 
important scientific challenge for our undrstandidng of the formation, incidence and etiology 
of aforementioned chromosomal abnormalities. Nonetheless, it is very technically 
demanding to perform efficient chromosomal investigation on gametes, hence single cells.  
My Ph.D. thesis is focused on the development of new techniques for the detection 
of chromosomal abnormalities in gametes and embryos. We developed a PNA-based 
technique as an alternative to conventional FISH and PRINS-based methods for fast, efficient 
and robust in situ detection of chromosomal abnormalities in human gametes, polar bodies 
and embryos. Simple and multicolor PNA labelling procedure was performed on human 
oocytes, polar bodies and blastomeres using directly labelled centromere PNA probes 
specific for chromosomes 1, 4, 9, 16, 18, X and Y. My thesis demonstrates the efficiency of 
multicolour PNA procedure and shows that PNA can be a powerful alternative to FISH for in 
situ chromosomal examinations. This study indicates that PNA probes allow reliable 
chromosomal analysis in isolated human oocytes and blastomeres and thereby might 
provide an important adjunct to FISH for diagnostic examinations, and komplement rapidly 
developing arrayCGH-based methods. 
The main experimental part of my thesis is focused on the study of sperm aneuploidy 
in carriers of germline mutations of the TP53 gene in patients with Li-Fraumeni syndrome. 
The rationale for this study relies on the fact that TP53, a transcriptional regulator and tumor 
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suppressor, is functioanally important in spermatogenesis. TP53 is also expressed during 
early embryonic development, which is associated with high chromosome instability in 
humans. Recently published study demonstrated that TP53 is indeed functionally important 
in spermatogenesis. The key regulator of the p53 pathway is MDM2. Both proteins have 
been functionally linked to germ cell apoptosis, which may affect human infertility. However, 
there is limited evidence on how common variants in these genes may influence germ cell 
apoptosis and the risk of male infertility. Our study demonstrated increased sperm 
aneuploidy, mainly concerning gonosomes when compared to normal male controls. These 
findings substantiate the increased  risk of chromosomally aberant offsprings in carriers of 
germline TP53 mutations. This observation corrobates the involvement of the p53 protein in 
spermatogenesis and may explain two previously reported cases of Turner syndrome in 
families with germline TP53 mutations. 
The last topics described in this work was the study of impact of the rs6836703:G˃A 
variant of ART3 gene on impaired spermatogenesis within the Czech male population.  
Infertility affects 10 – 15% of couples in Western countries and the cause of the male 
infertility has not yet been determined in about 50 % of cases. Therefore, there have been 
many attempts to identify genetic factors associated with male infertility. We utilised the 
HRM method of small amplicons for genotyping, in order to evaluate its possible clinical use 
and to establish medical indications targeted at the Czech infertile male population. 
Significant differences in allele/genotype distribution between fertile versus oligozoospermic 
men were found, while in azoospermic men, this difference was not observed. This study 
represents the first effort to evaluate in a different population the implication of rs6836703: 
G>A in impaired spermatogenesis. We found that the “A” allele of the rs6836703: G>A 







SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 
 
AML  akutní myeloidní leukémie 
AR  androgenní receptor 
arrayCGH array comparative genomic hybridisation  
ART  assisted reproductive technology, technika asistované reprodukce 
AZF  azoospermický faktor 
CA  chromosomové abnormality 
CBAVD congenital bilateral agenesis of vas deferens  
CCR complex chromosomal rearrangements, komplexní chromosomové přestavby 
CFTR  cystic fibrosis transmembrane conductance regulator, transmembránový   
regulátor vodivosti  
CGH  comparative genomic hybridization, komparativní genomová hybridizace 
FISH  fluorescenční in situ hybrdizace 
HRM  high resolution melting 
ICSI  intracytoplasmic sperm injection, intracytoplazmatická injekce spermie    
do vajíčka 
 
ISH  in situ hybridizace 
IVF  in vitro fertilizace 
KS  Klinefelterův syndrom 
LFS  Li-Fraumeni syndrom 
M  meiosa 
PB  polar body, polární tělísko 
PCR  polymerase chain reaction, polymerázová řetězová reakce 
PGD  preimplantační genetická diagnostika 
 
PGS  preimplantační genetický screening 
 
PNA  peptide nucleic acid, peptidová nukleová kyselina 
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PRINS  primed in situ labeling 
TESE  testicular sperm extraction, mikrochirurgický odběr spermií z varlete 
SNP  single nucleotide polymorphism 
 
SRY  sex determining region on chromosome Y, oblast určující pohlaví   
na chromosomu Y 
 
VVV  vrozené vývojové vady 
 























1.  ÚVOD ...................................................................................................................................11 
1.1  Chromosomové abnormality.........................................................................................11 
1.1.1 Typy chromosomových abnormalit a jejich prevalence...................................13 
1.1.2 Chromosomové abnormality a reprodukce .....................................................15 
1.2  METODY PRO CHROMOSOMOVOU ANALÝZU LIDSKÝCH GAMET A EMBRYÍ ................20 
1.2.1 Cytogenetické metody......................................................................................20 
1.2.2 Molekulárně cytogenetické metody .......................................................................23 
2. CÍLE DIZERTAČNÍ PRÁCE........................................................................................................37 
3. VÝSLEDKY A DISKUZE K PŘILOŽENÝM PUBLIKACÍM..............................................................38 
3.1 Stanovení úrovně aneuploidií v gametách, PB a preimplantačních embryích pomocí 
PNA sond a komparativní analýza technik PNA-FISH versus PNA........................................38 
3.2  Studium chromosomové aneuploidie spermií u nosičů mutace v genu TP53 ..............61 
3.3 Studium varianty rs6836703:   G>A v ART3 a její vliv na spermatogenezi u české 
populace mužů s oligozoospermií a azoospermií.................................................................68 
4. DISKUZE A ZÁVĚRY................................................................................................................75 
5. SEZNAM CITOVANÉ LITERATURY..........................................................................................79 
6.  PŘEHLED PUBLIKACÍ, POSTERŮ, PŘEDNÁŠEK  A OCENĚNÍ ..................................................86 
6.1 PUBLIKACE ......................................................................................................................86 
6.1.1  Zahraniční publikace s přímým vztahem k disertační práci....................................86 
6.1.2  Zahraniční publikace s nepřímým vztahem k disertační práci ...............................87 
6.1.3  Publikace bez vztahu k disertační práci ..................................................................88 
6.2 PŘEDNÁŠKY A POSTERY ..................................................................................................89 
6.3 OCENĚNÍ .........................................................................................................................92 
 
 11
1.  ÚVOD 
 1.1  Chromosomové abnormality 
  
Chromosomové abnormality (dále CA) jsou u lidí relativně časté a významně se 
podílejí na rozvoji vrozených vývojových vad (dále VVV), mentální retardace, případně 
nádorových onemocnění a poruch reprodukce. CA se vyskytují u 40 – 50% lidských plodů 
v časných fázích těhotenství a u 0,85% novorozenců (Hassold et al., 2007). CA jsou rovněž 
jednou z hlavních příčin těhotenských ztrát a infertility, která postihuje ve vyspělých zemích 
přibližně 10 – 15% párů (Munné et al, 1994, Braude et al, 2002). Dalším důležitým aspektem 
je skutečnost, že cca 6% potratů v prvním trimestru gravidity je způsobeno CA. Většina 
těchto abnormalit vzniká v gametách během gametogeneze v důsledku poruch meiotického 
procesu. Každá gameta je unikátním produktem meiosy, nesoucím specifickou 
chromosomovou výbavu.  
Cytogenetické a molekulárně cytogenetické metody byly a stále jsou důležitým 
prostředkem pro studium prevalence a původu CA v gametách, tj. jednotlivých buňkách, 
které jsou z hlediska dostupnosti i zpracování jedinečným genetickým materiálem.  Analýza 
chromosomů a meiotické segregace v lidských oocytech a spermiích byla dlouho 
neuskutečnitelná jak z technických, tak i etických důvodů. Situace se změnila až se 
zavedením technik asistované reprodukce (assisted reproductive techniques, dále ART) a in 
vitro fertilizace (dále IVF), které umožnily rychlý rozvoj cytogenetických studií gamet u obou 
pohlaví. První publikovaná data však byla nepřesná, protože nebyly používány pruhovací 
techniky pro identifikaci jednotlivých chromosomů. Nalezené frekvence CA na velmi 
omezeném počtu gamet byly variabilní, od 3% do 55% z celkového počtu. Se zavedením 
pruhovacích technik na chromosomy oocytů byla stanovena přesnější frekvence CA 
v lidských oocytech, 20 – 25 % (Pellestor et al., 2003a).  
Dále bylo prokázáno, že většina lidských plodů s CA vzniká vlivem chybné 
chromosomové segregace, zejména mechanismem předčasné separace sesterských 
chromatid během gametogeneze (Angell, 1991), stejně jako byla prokázána přímá korelace 
mezi tímto mechanismem a věkem matky (Pellestor et al, 2005, Hassold and Hunt, 2001, 
Nicolaidis and Petersen, 1998). 
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Ke konci 80. let byla zavedena technika přímé in situ hybridizace (dále ISH), která byla 
úspěšně adaptována na lidské oocyty a polární tělíska a otevřela tak nové perspektivy 
pro cytogenetický výzkum lidských gamet. Většina publikovaných dat potvrdila vysokou 
incidenci CA v lidských oocytech, dříve zjištěných klasickými cytogenetickými metodami. I 
tyto nové přístupy ISH však čelily obtížím způsobeným špatnou kvalitou preparátů a 
přirozenou kompaktací chromosomů v oocytech. Metoda fluorescenční in situ hybridizace 
(dále FISH) techniky však neumožní vyšetřit všechny chromosomy a přináší riziko falešného 
pozadí nebo tzv. „cross-hybridizace“.  
Studium spermií bylo technicky náročnější, protože zralá spermie je buňka, u které 
jediným způsobem aktivace jejího genomu a tak „zpřístupnění“ kompaktních chromosomů 
vyšetřovacím metodám nastává až při iniciaci fertilizačního procesu. Rudak et al., 1978, 
představili experimentální techniku zvanou test fúze spermií s křeččími oocyty založenou na 
in vitro fertilizaci křeččích oocytů a lidských spermií. Tento přístup byl poprvé použit 
k hodnocení fertilizační schopnosti spermií před zavedením IVF technik. Zablokováním ve fázi 
1. meiotického dělení této chimerické zygoty a fixací na sklíčko bylo možno získat a 
analyzovat všech 23 chromosomů lidské spermie. Tato metoda umožnila první 
experimentální studie lidských spermií.  
Následné zavedení techniky FISH usnadnilo výzkum na lidských spermiích. Po fixaci a 
dekondenzaci jádra spermie na sklíčko bylo možné analyzovat velký počet spermií v jedné 
reakci. Limitací této metody je však omezený celkový počet analyzovaných chromosomů. 
Vzhledem k malému jádru a hrozícímu překryvu signálů lze optimálně analyzovat max. 3 
chromosomy. Data získaná FISH studiemi potvrdila výsledky předchozích, cytogenetických 
studií a frekvenci aneuploidie cca 3%. 
Metody in situ značení chromosomů při studiu lidských gamet byly v průběhu 
několika let zdokonalovány a byly vyvinuty nové přístupy, jako například metoda PRINS 
(Primed in Situ Labeling), PNA-FISH (Peptide Nucleic Acid, dále PNA) nebo arrayCGH 
(Comparative Genomic Hybridization, dále aCGH). Klinická aplikace výše uvedených metod 
tvoří základ první části mé disertační práce (viz níže).  
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1.1.1 Typy chromosomových abnormalit a jejich prevalence 
 
Vrozené CA vznikají přibližně v 80 % případů de novo, ve 20 % jsou získané. CA mohou 
být numerické nebo strukturní a mohou se vyskytovat ve všech buňkách organizmu, nebo 
jen v některých buněčných liniích, tj. v mozaikové formě. Fenotypový (klinický) dopad 
mozaikových forem CA bývá většinou mírnější. Mozaiky jsou způsobeny chybou v mitotickém 
dělení buněk časného embrya. 
1.1.1.1  Numerické aberace 
Za numerickou CA označujeme stav, kdy buňka obsahuje odlišný počet chromosomů 
od standardní chromosomové sady. Chromosomovou sadu, která obsahuje jiný počet 
chromosomů než 46, označujeme jako heteroploidní. Přesný násobek haploidního počtu 
chromosomů (n) nazýváme euploidní, jiný počet chromosomů aneuploidní (2n+1, 2n-1). 
Vznikají následkem nondisjunkce chromosomů během meiotického dělení. 
U lidských plodů byly popsány i případy výskytu odlišných euploidních sad - triploidní 
(3n) nebo tetraploidní (4n). K triploidii dochází obvykle oplozením oocytu dvěma spermiemi, 
nebo následkem poruchy meiosy, jejímž důsledkem vznikne diploidní oocyt nebo spermie. 
Aneuploidie se vyskytují téměř u 5% klinicky rozpoznaných těhotenství. Klinicky 
nejvýznamnější jsou trisomie 13 (Patauův syndrom), trisomie 18 (Edwardsův syndrom) a 
trisomie chromosomu 21 (Downův syndrom), která je jediná slučitelná se životem. Klinicky 
významné jsou i aneuploidie pohlavních chromosomů. Nejčastější gonosomální aneuploidií 
je konstituce 47, XXY (Klinefelterův syndrom), s prevalencí 1 na 1000 mužských plodů. 
1.1.1.2 Strukturní aberace chromosomů 
Strukturní aberace rozdělujeme na balancované a nebalancované. Balancované jsou 
inverze, inzerce, reciproké translokace a Robertsonské translokace. Nebalancované 
strukturní aberace jsou delece a duplikace. Stejně jako numerické, mohou být i strukturní 
aberace přítomny ve všech buňkách jedince, nebo ve formě mozaiky.  
Strukturní aberace vznikají jako důsledek chromosomových zlomů nebo 
nerovnoměrného crossing-overu, který má za následek vznik duplikací nebo delecí. 
Strukturní aberace se vyskytují v normální populaci s frekvencí  2,84 ‰. Mohou být 
nebalancované (0,62‰) a mít závažné důsledky pro fenotypový a mentální vývoj jedince, 
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nebo balancované (2,22‰). Nejčastěji se vyskytují translokace Robertsonské a reciproké 
s frekvencí 1,23‰ a 0,77 ‰ u novorozenců (Nielsen a Wohlert, 1991). Inverze jsou nalézány 
u 0,22‰ novorozenců. Frekvence pericentrických inverzí je odhadována na 1-2‰ (Kaiser, 
1984). Incidence paracentrických inverzí je velmi nízká, ale předpokládá se, že může být 
podhodnocena vlivem jejich obtížné identifikace nebo také proto, že její nosiči nejsou 
zachyceni důvodu zachované fertility. Její výskyt se odhaduje na 0,09 - 0,49‰ (Pettenati et 
al., 1995). 
1.1.1.3  Komplexní chromosomové přestavby  
Komplexní chromosomové přestavby (Complex Chromosomal Rearrangements, dále 
CCR) jsou strukturní vady chromosomů, nejčastěji translokace, charakterizované přítomností 
nejméně 3 zlomových míst na 2 nebo více chromosomech. Jejich výskyt u člověka je 
poměrně vzácný a jejich nosiči mohou vykazovat variabilní nálezy od normálního fenotypu 
přes mužskou infertilitu, mentální retardaci až po závažné  VVV. 
Heterozygoti pro balancovanou CCR přestavbu mají vysoké riziko spontánních 
potratů nebo chromosomově abnormálního potomstva, jelikož meiotická segregace CCR 
může teoreticky vést k řadě nebalancovaných chromosomových konfigurací – (Obr.1) 
(Pellestor et al., 2011). 
 
Obr.1  Vznik hexavalentu v pachytene I.meiosy u CCR zahrnující chromosomy t(5,13,14) 
(Pellestor et al.,2011)  
Technika FISH na spermiích umožňuje přímou analýzu meiotické chromosomové 
segregace CCR v gametách (Loup et al., 2010). Byly publikovány i práce prokazující možnosti 
preimplantační genetické diagnostiky (dále PGD) pomocí FISH u embryí nosičů CCR (Escudero 
et al., 2008). 
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1.1.2 Chromosomové abnormality a reprodukce 
 
Příčiny infertility jsou jak maternálního, tak paternálního původu, nebo často na 
straně obou partnerů.  Asi 40 % infertility je způsobeno ženskými faktory, minimálně 20% je 
na straně muže, 15% na straně obou partnerů a 25% je idiopatické povahy. 
1.1.2.1  Chromosomové abnormality ve spermiích a mužská infertilita 
V normální mužské populaci jsou numerické CA nalézány ve 3,48%. Z toho prevalence 
numerických odchylek gonosomů je 2,03% a 1,45% u autosomů. Strukturní abnormality nese 
přibližně 7% všech spermií.  
Frekvence disomie je přibližně stejná u všech autozomů a pohybuje se v rozmezí  
0,1% - 0,3%, přičemž frekvence disomie gonosomů je přibližně 0,27% (Templado et al., 2011, 
Martin et al., 1993, Pellestor et al., 1996). 
Asi 15% případů mužské infertility je způsobeno CA nebo monogenními defekty 
(Ferlin et al, 2006). CA se vyskytují u  5 %  mužů s oligozoospermií (snížená koncentrace 
spermií v ejakulátu) a až u 15% mužů s azoospemií (nepřítomnost spermií v ejakulátu v 
důsledku nedostatečné nebo chybějící spermatogeneze). Přibližně 10-20% pacientů s 
azoospermií   a  5-7% pacientů s oligozoospermií  má abnormální karyotyp. Hlavní příčinou 
aneuploidie u infertilních mužů jsou chyby v meiotických kontrolních bodech v pachytene a 
v metafázi prvního meiotického dělení (Handel et Schimenti, 2010). 
Nejčastější CA asociované s mužskou infertilitou jsou numerické abnormality 
pohlavních chromosomů (Sarrate et al, 2010) či reciproké translokace (Duzcan et al, 2006). 
Nejčastějšími gonosomálními aneuploidiemi jsou konstituce 47,XXY (Klinefelterův syndrom) 
a 47,XYY. Karyotyp 47,XXY s prevalencí 0,1 – 0,2% u novorozených chlapců se vyskytuje u 5% 
mužů s těžkou oligozoospermií a u 10% mužů s azoospermií (Ferlin et al., 2006). Většina 
mužů s KS je infertilních, u některých jedinců lze spermie nalézt pomocí invazivní metody 
TESE (Testicular Sperm Extraction).  
Naopak u mužů s konstitucí 47, XYY nalézáme různý klinický obraz od azoospermie po 
normospermii z neznámých důvodů. Ve většině případů jsou však tito muži fertilní, problémy 
s fertilitou má pouze 8% z nich (Mau-Holzmann, 2005). Jejich potomstvo má však zvýšené 
riziko aneuploidie, neboť ve spermiích pacientů s konstitucí XXY nebo XYY byla popsána 
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zvýšená frekvence disomie pohlavních chromosomů, autosomů i diploidních spermií 
(Egozcue et al, 2000, Sarrate et al, 2005).  
Strukturní CA pohlavních chromosomů jsou vzácnější a postižení je závislé na rozsahu 
a lokalizaci postižené oblasti, zvláště pokud jsou zasaženy oblasti nesoucí geny podílející se 
na tvorbě gonád a spermatogenezi. Kromě reciprokých translokací jsou u infertilních mužů 
nalézány také Robertsonské translokace, paracentrické i pericentrické inverze nebo 
komplexní anomálie chromosomů (De Braekeler et al, 2006). Ve většině případů se jedná o 
balancované translokace, tzn. bez ztráty nebo přebytku chromosomového materiálu a 
nemají fenotypový dopad pro nosiče. Jejich potomci však mají zvýšené riziko CA.  
Nejvýznamnější genetickou příčinou mužské infertility jsou mikrodelece chromosomu 
Y (AZoospermia Factor, dále AZF): mikrodelece AZFa, AZFb a AZFc (Lanfranco et al., 2004). 
Z nich nejčastější je mikrodelece AZFc s prevalencí 2 – 10% u infertilních mužů (Simoni et al., 
2008, Ferlin et al, 2006). Konečně oblast, která bývá také často postižena delecemi, je oblast 
genu SRY (Sex determining Region on chromosome Y, tj. oblast určující pohlaví na 
chromosomu Y). Mutace nebo delece tohoto genu vedou obvykle ke zvratu mužského 
pohlaví na ženské.  
Další genetickou příčinou mužské infertility jsou mutace v genu CFTR (Cystic Fibrosis 
Transmembrane Conductance Regulator) a androgenním receptoru (AR). Androgeny a 
funkční AR jsou nezbytné pro spermatogenezi. Přibližně 90% mutací v AR genu bylo popsáno 
u syndromu známého jako androgen insensitivity syndrome (Ferlin et al, 2006). 
Mutace v genu CFTR vedou ke kongenitální bilaterální absenci vas deferens (CBAVD), 
způsobující obstrukční azoospermii u více než 95% mužů s cystickou fibrózou. Mutace v genu 
CFTR mohou být také spojeny s neobstrukční azoospemií nebo idiopatickou infertilitou 
(Schlegel, 2007).  
V současné době je známa řada genů a genových variant podílejících se na 
spermatogenezi. Ve své práci se budu podrobněji zabývat genem TP53, neboť v nedávné 
době byly provedeny studie, které vedly k závěru, že protein p53 může hrát důležitou roli ve 
spermatogenezi a v  regulaci lidské fertility.  
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1.1.2.2 Chromosomové abnormality v oocytech a ženská infertilita 
Chromosomové aneuploidie jsou nejčastěji se vyskytující CA u oocytů a také klinicky  
nejvýznamnější. Většina aneuploidií má svůj původ v gametogenezi. Jsou známy dva 
mechanismy vzniku aneuploidie –a) nondisjunkce celých chromosomů v meiose I a meiose II 
(Obr.2), nebo b) v důsledku předčasné separace chromatid v meiose I (Angell, 1991). 
V případě nondisjunkce putují oba homologní chromosomy ke stejnému pólu. To 
vede ke vzniku oocytu obsahujícího nadbytečný chromosom, zatímco odpovídající polární 
tělísko (1. i 2.) je nulisomické pro tento chromosom. Výsledkem je tedy vždy aneuploidní 
oocyt, disomický (n=24) nebo nulisomický (n=22) a následně všechna embrya vzniklá 
oplozením těchto oocytů.(Obr. 2). Jiná situace je v případě předčasné separace chromatid,  
která vede ke vzniku abnormálních oocytů a následně embryí v 50 % všech případů. Zde však 
závisí na tom, zda separované chromatidy segregují k opačným pólům, nebo k jednomu pólu 
společně. Výsledkem je 50% normálních gamet a 25% gamet hypohaplodních a 25% 




Obr.2  Mechanismus vzniku aneuploidie během oogeneze (Vialard et al., 2011)  
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V této souvislosti byl prokázán i vliv rekombinace na frekvenci chromosomové 
aneuploidie. Molekulární studie trisomií realizované za pomoci polymorfních DNA markerů 
objevily sníženou frekvenci rekombinace nebo její absenci u chromosomů, u kterých došlo 
k nondisjunkci. Tyto studie potvrdily, že model rekombinace je důležitý predisponující faktor 
meiotické nondisjunkce (Abruzzo et Hassold, 1995). Abnormální rekombinace, tj. pokud 
nedojde k vytvoření adekvátního počtu chiazmat, vede k nepřesné segregaci celých 
chromosomů k jednotliým pólům (Delhanty 2005, Hassold et al, 2007). Stejně tak je důležitá i 
pozice chiazmat ve vztahu k centromeře a může vést k abnormální segregaci homologů. 
Předpokládá se, že věk matky má vliv na různé způsoby rekombinace a predispozici 
k nondisjunkci. 
Cytogenetické analýzy oocytů jednoznačně prokázaly přímý vliv věku matky na 
frekvenci aneuploidie, která je u žen do 25 let odhadována na 5%, u žen ve věku kolem 30 let 
10 – 25%. S věkem však významně stoupá a u žen nad 40 let tvoří asi 50% (Pellestor et al., 
2003, Fragouli et al., 2010, 2013).  
V posledních letech se významně projevil sociální trend odkládání mateřství do 
vyššího věku, což vedlo ke zvýšení incidence syndromů spojených s aneuploidií chromosomů 
se všemi zdravotními, psychickými i finančními důsledky. PGS a PGD se tak v posledních 
letech staly významnou součástí metod asistované reprodukce (ART). 
1.1.2.3  Chromosomové abnormality v embryích 
Chromosomová instabilita je typickým znakem časného života lidských embryí. 
Nejčastěji jsou nalézány celochromosomové aneuploidie, mozaicismus a segmentální 
aneuploidie. Celková frekvence CA v časných embryích je odhadována na 50% (Munné et al, 
2004). Data získaná cytogenetickými studiemi materiálu ze spontánních potratů, 
prenatálních vzorků nebo živě narozených plodů, potvrdily, že 5% všech klinicky 
rozpoznaných těhotenství je chromosomálně abnormálních, nesoucích trisomii nebo 
monosomii (Hassold et al, 2007). Velká většina těchto těhotenství se potratí v časném stádiu 
těhotenství. V klinicky rozpoznaných spontánních potratech byly zaznamenány trisomie 
všech chromosomů, jediná postnatálně pozorovaná monosomie je u chromosomu X (45,X)  
(Hassold et al., 1996). Pouze trisomie chromosomů 13, 18, 21 a anomálie postihující pohlavní 
chromosomy jsou slučitelné se životem, vedou však (s výjimkou některých aneuploidií 
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gonosomů) k narození dětí s těžkými VVV a/nebo mentální retardací (Hassold and Hunt, 
2001). Trisomie autosomů (93% trisomií 18, 95% trisomií 21 a 100% trisomií chromosomu 
16) jsou většinou maternálního původu (Hassold et Hunt, 2001). Trisomie 21 vzniká převážně 
chybami v MI (Antonarakis et al., 1993), zatímco trisomie chromosomu 18 chybami v M II. 
(Fisher et al, 1995). Naopak aneuploidie pohlavních chromosomů jsou častěji původu 
paternálního (50% 47,XXY, 100% 47,XYY a 70-80% 45,X) .  
Většina znalostí o původu a incidenci chromosomálních aberací během časné 
embryogeneze byla získána FISH studiemi interfázních blastomer embryí po in vitro 
fertilizaci. Vyšetřením 7 – 10 chromosomů byla nalezena chromosomální aneuploidie u 45 – 
65% embryí (Gianaroli et al., 2001, Munné et al., 2004,  Delhanty, 2005, Baart et al., 2006). 
Aneuploidní počty signálů lokus specifických sond jsou však hodnoceny jako 
celochromosomová imbalance, zatímco se ve skutečnosti může jednat o strukturní aberaci 
chromosomů.  
Metodou arrayCGH, kterou lze studovat výskyt segmentálních chromosomových vad, 
byla zachycena jejich přítomnost u 7 – 32% embryí (Wells and Delhanty, 2000, Wells et al., 
2008).  
Tento vysoký výskyt celochromosomových a segmentálních aberací v časných 
embryích by předpokládal mnohem vyšší výskyt vrozených aberací. Jelikož prevalence 
chromosomově abnormálních embryí je mnohem vyšší než incidence VVV, předpokládá se, 
že diploidní blastomery mají proliferační výhodu oproti aneuploidním, nebo aneuploidní 
buňky musí být eliminovány, nebo opraveny v „post-cleavage stage“ embrya. Tato negativní 
selekce abnormálních blastomer závisí do jisté míry i na genech lokalizovaných v aberantních 







1.2  METODY PRO CHROMOSOMOVOU ANALÝZU LIDSKÝCH GAMET A EMBRYÍ    
 
1.2.1 Cytogenetické metody  
 
Ke klasickým cytogenetickým metodám patří především různé druhy pruhování. 
Nejpoužívanější metodou v cytogenetických laboratořích je G-pruhování, což je barvení 
chromosomů roztokem Giemsa. Slouží k hodnocení počtu a struktury chromosomů, zlomů a 
nestabilních přestaveb. Q-pruhování je metoda vyžadující barvení roztokem chinakrinu. Je 
používána při vyšetření variant v morfologii chromosomů, tzv. heteromorfismů. 
Cytogenetické vyšetření spermií lze provést metodou tzv. heterospecifické 
fekundace, t.j. metodou fúze spermií s křeččími oocyty zbavených zony pellucidy (viz obr. 3 a 
4). Ta vede k dekondenzaci jádra spermie, které lze následně nafixovat ve stadiu metafáze a 
analyzovat chromosomy za použití pruhovacích metod (Q-, R- a G-pruhování) (Pellestor et 
al., 1997, Martin, 1983). Tato metoda je velmi zdlouhavá a náročná a v praxi se již neprovádí. 
Byla nahrazena interfázní fluorescenční in situ hybridizací (dále FISH), která umožní vyšetřit 
tisíce spermií či jiných buněk.                                                                                                   
  










     Obr. 5   Mitóza a karyotyp spermie (všechny obrázky : Pellestor et al., soukromý archiv) 
 
 
Díky širokému uplatnění technik IVF v posledních dvou dekádách bylo možné získat 
materiál pro cytogenetickou analýzu oocytů. Oocyty jsou získávány po hormonální stimulaci 
a následné punkci folikulární tekutiny, neboť až 30% těchto oocytů zůstává při procesu  IVF 
neoplodněno. Takto získané oocyty jsou vhodné pro přímou chromosomovou analýzu, 
protože jsou teoreticky blokovány ve stádiu metafáze I. meiotického dělení (Pellestor et al, 
2003a). Jednoduchou fixací neoplozených oocytů na podložní sklo a jejich pozorováním ve 
světelném mikroskopu bylo tedy možné vizualizovat všech 23 chromosomů lidských oocytů a 
identifikovat jejich abnormality. Existuje však několik limitujících faktorů, jako například 
špatná morfologická kvalita chromosomů oocytů, jejich kompaktace a kondenzace 
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chromatinu, díky čemuž je obtížné identifikovat jednotlivé chromosomy a téměř nemožné 











Obr.6  Mitóza a karyotyp oocytu 24,X (+21) (Pellestor et al., soukromý archiv) 
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1.2.2 Molekulárně cytogenetické metody  
 
1.2.2.1  Metoda FISH a její využití 
FISH je molekulárně-cytogenetická metoda sloužící k detekci specifických oblastí na 
chromosomu (v mitózách) nebo interfázních jádrech. Metoda je založena na použití 
fluorescenčně značených sond komplementárních k cílové oblasti na DNA (Liehr et al, 2002). 
Principem metody je hybridizace cílové denaturované DNA s denaturovanou molekulou DNA 




Obr. 7. Princip in situ hybridizace 
 
V reprodukční medicíně se využívají 2 typy sond - centromerické a lokus specifické 
(obr.8). Centromerické sondy jsou komplementární k  repetitivním sekvencím (α-satelit, β-
satelit, satelit III) (Liehr et al., 2002), specifickým pro centromery jednotlivých chromosomů. 
Nejčastěji se používají sondy založené na α-satelitní DNA. V centromerách je přítomná 
v tisících tandemově se opakujících kopiích a tvoří ji monomery o délce 171 bp, které tvoří 
bloky o velikosti 250 kb až 5 Mb. Pro jednotlivé chromosomy byly popsány specifické 
odchylky v sekvenci základního monomeru nebo repetic vyššího řádu, čímž je umožněno tyto 
sekvence používat jako sondy pro rozlišení jednotlivých chromosomů při FISH. Mezi 
některými chromosomy (13 a 21, 14 a 22) ale tyto rozdíly jsou tak malé, že centromery nelze 
pomocí FISH s těmito sondami rozlišit. 
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Lokusově specifické sondy sestávají ze značené DNA odpovídající krátkému úseku (1 
kb – 2Mb) (Liehr et al., 2002) daného chromosomu. Jejich signály jsou menší a méně 
intenzivní. Používají se pro detekci těch chromosomů, které nelze detekovat pomocí 
centromerických sond nebo pro detekci přestaveb daných úseků. 
Speciálním typem lokusově specifických sond jsou sondy pro subtelomerické úseky 
jednotlivých chromosomových ramének. Vzhledem k tomu, že jsou komerčně dostupné pro 
všechny chromosomy, dají se používat pro detekci translokací i na interfázních jádrech. Pro 
PGD/PGS, kdy vyšetřovaným materiálem je pouze jedna buňka, je důležité při jedné reakci 
analyzovat co nejvíce chromosomů. Pro každý studovaný chromosom nebo lokus tedy sonda 
musí být značená jiným fluorochromem. V praxi jsou dostupné sady s maximálně pěti různě 
značenými sondami. Aby bylo dosaženo většího počtu vyšetřených chromosomů, je nutno 









Obr. 8 Typy FISH sond  
Původně byly sondy značeny pomocí radioaktivních izotopů (Pardue and Gall, 1969). 
Toto značení je sice velmi citlivé, ale pro nízké prostorové rozlišení, náročnou manipulaci a 
zdravotní rizika byly radioaktivně značené sondy nahrazeny sondami neizotopovými 
(enzymaticky či fluorescenčně značenými). Současné techniky neradioaktivního značení jsou 
založeny na navázání takové chemické látky na sondu, která je za určitých podmínek schopna 
vyvolat detekovatelnou reakci. Takovými látkami jsou např.  fluorochromy (přímá detekce), 
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nebo se využívá nepřímá detekce. Při nepřímém značení se začleňují do DNA sondy chemicky 
modifikované nukleotidy, nejčastěji dUTP s kovalentně navázaným biotinem nebo 
digoxigeninem. Inkorporace značených nukleotidů do DNA se nejčastěji provádí metodou 
nick translace, metodou prodlužování primeru nebo pomocí PCR. K vizualizaci se používá 
detekce pomocí avidinu nebo protilátek, které jsou nejčastěji konjugované s fluorochromem. 
  Fluorescenční značení umožnilo díky časové nenáročnosti široké využití ISH a tak FISH 
zaujala nezastupitelnou pozici v molekulárně-cytogenetickém výzkumu a diagnostice, zvláště 
v oblasti PGD/PGS, byť je  v poslední době nahrazována metodou arrayCGH . Metoda FISH 
umožnila velký rozmach PGD/PGS - numerických i strukturních abnormalit a přinesla pokrok 
ve studiu mechanismu a incidence aneuploidií gamet a embryí.    
1.2.2.1.1   Vyšetření spermií metodou FISH 
V případě vyšetření spermií se jedná o interfázní FISH. Jaderný chromatin spermií je 
silně kondenzován díky molekulám protaminů, které v jádře spermií nahrazují histony.  
Z tohoto důvodu je třeba před samotnou metodou FISH provést dekondenzaci. Cílem tohoto 
kroku je narušení disulfidových vazeb mezi molekulami protaminu v jádře spermie a tím její 
dekondenzace a umožnění průniku DNA sond pro FISH.  
Po dekondenzaci následuje fixace v roztoku paraformaldehydu. Spermie si tak a 
zachovávají, s výjimkou zvětšené hlavičky, původní tvar. Tím je umožněno jednoznačné 
odlišení spermií od ostatních buněčných elementů dle tvaru hlavičky a přítomnosti bičíku.  
Normální spermie je monosomická a má tedy jeden signál pro každý vyšetřovaný 
chromosom. Abnormální je nález nulisomie (nepřítomnost signálu pro daný chromosom) 
nebo disomie (přítomnost dvou signálů pro daný chromosom). Vzhledem k tomu, že nález 
nulisomie může být též artefaktem způsobeným selháním hybridizace, vychází hodnocení 
výskytu aneuploidie spermií pouze z nalezené frekvence disomií. Aby byla spermie 
hodnocena jako disomická pro určitý chromosom, musí mít bičík, odpovídající tvar a velikost 
hlavičky s jasnými konturami, oba signály musí mít přibližně stejnou velikost a intenzitu a být 
od sebe vzdálené alespoň na průměr signálu. Podobně, aby byla spermie hodnocena jako 
diploidní, musí být disomická pro všechny vyšetřované chromosomy, resp. pár XY. 
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Nehodnotí se spermie: bez bičíku (může jít o jinou buňku), ve shlucích, s hlavičkami 
přes sebe (pokud nelze jasně rozeznat okraje hlaviček), se dvěma hlavičkami nebo s příliš 
malou nebo naopak velkou hlavičkou, nebo pokud se v zorném poli nachází více než 1 
spermie bez signálů (špatně hybridizovaná oblast).  
Pro získání validních výsledků se doporučuje testovat 3.000 - 10.000 spermií pro 
každý vyšetřovaný chromosom (Pellestor et al.,2003b). 
 
1.2.2.1.2   Vyšetření oocytů a polárních tělísek metodou FISH 
K analýze lze použít pouze oocyty získané metodami ART po ovariální stimulaci, jejímž 
cílem je současné dozrání a následný odběr více oocytů. Je třeba si uvědomit, že vyšetřované 
oocyty prošly dozráváním během nefyziologické hormonální stimulace, která může mít vliv 
na průběh meiózy a vznik CA.   
Pro vyšetření se využívají neoplozené oocyty v metafázi II a první polární tělísko (polar 
body, dále PB), nebo po oplození oocytu i druhé PB. Vyšetření PB poskytuje pouze nepřímou 
informaci o chromosomech, které zůstaly v oocytu (Verlinsky et al., 1995). Obě PB rychle 
degradují, takže u nich nelze použít standardní cytogenetické metody. Pro klinické účely se 
tedy využívá FISH a v posledních letech i aCGH.  
Pro fixaci neoplozených oocytů se využívají dvě metody a) dle Tarkowského 
(Tarkowski, 1966), nebo b)metoda postupné fixace (Kamiguchi et al, 1993, Pellestor et al, 
2005).  Pro vyšetření oocytů a PB se obvykle používají sady dvou až pěti centromerických 
nebo lokus specifických sond v 1 – 3 sekvenčních reakcích. V současnosti je dostupná sada 
sond Vysis Multivision (Abbott MolecularTm), obsahující sondy lokus specifické pro 
chromosomy 13 (Spectrum RedTm) a 21 (Spectrum GreenTm) a centromerické pro 
chromosomy 16 (Spectrum Aqua), 18 (Spectrum Blue) a 22 (Spectrum YellowTm). Mezi 
jednotlivými reakcemi je třeba po vyhodnocení odmýt navázané sondy v předchozí reakci. 
Vyšetření PB umožnuje detekci chromosomových aneuploidií v oocytu například 
v případě vyššího věku matky. Její nevýhodou je to, že neposkytuje informace o paternálních 
meiotických chybách, ani o chybách vzniklých během mitotického dělení raného embrya. 
Biopsie PB se provádí 20 – 24 hod po oplození konvenční metodou IVF, nebo 
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intracytoplazmatickou injekcí spermie do vajíčka (dále ICSI), kdy lze získat obě PB najednou. 
Zona pellucida se otevírá mechanicky, nebo laserem (Montag et al, 1998), poté se bioptickou 
pipetou PBs odeberou (Harper, 2000). Velkou výhodou vyšetření PB je minimální invazivita. 
Při mikroskopické analýze PB je hlavním problémem nalezení jejich chromatinu, který 
je často fragmentovaný, neboť se jedná o přirozeně degenerující buňky. Dále je třeba odlišit 
první a druhé PB. To lze podle velikosti (první PB má větší jádro, obsahuje dvojnásobek 
chromatinu) a podle počtu hybridizačních signálů: 
V 1. PB jsou chromosomy tvořeny dvěma chromatidami, které mohou být těsně u 
sebe, nebo značně vzdálené, popřípadě i každá v jiném fragmentu. Pozorovat bychom tedy 
měli buď jeden velký dvojitý signál, nebo dva nezávislé signály a to jak pro sondy 
centromerické, tak pro lokus specifické. Nález 0, 1, 3 nebo 4 signálů znamená abnormalitu. 
Ve 2. PB jsou chromosomy jednochromatidové, normální je tedy nález jednoho 
signálu pro každý vyšetřovaný chromosom. Vyšetřením 1. PB získáme informaci pouze o 
výsledku prvního meiotického dělení. Výsledky vyšetření  1. a 2. PB je tedy třeba 
kombinovat, neboť ve druhém meiotickém dělení může dojít ke korekci chyby vzniklé 
v prvním meiotickém dělení. Hodnocení PB je často obtížné, neboť chromatin může být již 
značně degenerován a hrozí selhání hybridizace, rozštěpení či překryv signálů. 
1.2.2.1.3  Vyšetření embryí  
Pro metody PGS nebo PGD  lze použít jednotlivé blastomery nebo trofoektoderm 
blastocysty.  
Vyšetření blastomer detekuje chyby maternálního i paternálního původu. Biopsie 
blastomer se provádí 3. den kultivace, ve stádiu 5 - 8 buněk. K otevření zona pellucida se 
využívá laser, mechanické narušení nebo chemické působení roztoku kyselého Tyrodu. Pro 
biopsii je nutné vybrat blastomeru, která má viditelné jádro. Bioptickou pipetou se odebere 
1 (maximálně 2) blastomery. Je důležité, aby při biopsii nedošlo k poškození membrány 
blastomery, což by mohlo vést k jejímu roztržení při biopsii nebo problému při fixaci na 
sklíčko pomocí hypotonického roztoku. Nevýhodou této metody je vysoká invazivita a riziko 
embryonálního mozaicismu (Mantzouratou and Delhanty, 2011). 
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Vyšetření trofoektodermu umožňuje detekovat chyby maternálního i paternálního 
původu, je méně invazivní metoda než biopsie blastomer. Bioptickou mikropipetou se 
aspiruje tkáň trofoblastu otvorem v zona pellucida. Pro oddělení pevně spojených buněk lze 
použít laser. Při biopsii dojde ke kolapsu dutiny blastocysty, která po několika hodinách 
obnoví mezibuněčné spoje i dutinu. Trofoektoderm  se fixuje na podložní sklo metodou dle 
Coonen et al. (1994). Nevýhodou je opět riziko chromosomálního mosaicismu, který může 
















1.2.2.2   Metoda PRINS a její využití 
Primed in situ labeling (PRINS) je metoda detekce chromosomů, založená na 
hybridizaci cílové DNA s primery následované elongací s inkorporací značených nukleotidů 
(Koch, 2004). Princip metody spočívá v in situ anylaci specifických, neznačených 
oligonukleotidových primerů ke komplementárním cílovým sekvencím denaturované DNA. 
Navázané primery představují iniciační místo pro elongační reakci katalyzovanou Taq DNA 
polymerázou v přítomnosti volných nukleotidů dATP, dCTP, dGTP, dUTP, z nichž jeden je 
fluorescenčně značený (obr. 9). Vizualizace fragmentů elongace je založena na inkorporaci 
značeného nukleotidu během in situ elongační reakce.  
Jako primery se využívají krátké oligonukleotidové sekvence (18 – 35 nukleotidů), 
specifické pro centromerické repetitivní DNA sekvence specifické pro jednotlivé 
chromosomy (alfa-satelitní, sekvence SINE -např. Alu sekvence nebo repetitivní telomerické 
sekvence).  Výhodou těchto primerů je jejich schopnost diskriminace mezi velmi příbuznými 
sekvencemi (Pellestor et al, 1995), která uděluje PRINS reakci vysokou specifitu a velmi 
rychlou kinetiku samotné reakce. Rozdíl v jedné bázi na 3´konci primeru zabrání iniciaci in 
situ elongace. Tak bylo možno definovat specifické alfa-satelitní primery pro chromosomy, 
které nelze rozlišit klasickými FISH centromerickými sondami, jako např mezi chromosomy 
13 a 21, které sdílejí 99,7% homologii ve své alfa-satelitní DNA sekvenci. 
Výhodou PRINS je tedy rychlost na jedné straně a na druhé straně možnost detekovat 
s vyšší specifitou než konvenční FISH reakce (zejména akrocentrické chromosomy, pro které 
nejsou specifické alfa satelitní centromerické sondy). Další výhodou je snadná dostupnost a 
nízká cena primerů. Velikost sond usnadňuje jejich průnik k cílovým sekvencím, což je 
významné zejména u buněk s velmi kondenzovaným jádrem, jako jsou například spermie.   
Navíc při PRINS nedochází k poškození chromosomů během manipulace při hybridizaci a celá 
metoda je méně časově náročná (hybridizace 1 sondy probíhá 45 min).  
Díky těmto pozitivním charakteristikám má PRINS a její varianty široké využití.  
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Obr. 9  Princip PRINS reakce (Pellestor et al., 1995) 
 
Metoda PRINS zaznamenala od svého zavedení četné inovace, např zavedením 
multibarevné PRINS (multicolour PRINS) s přímým značením různými fluororchromy 
umožňujícím detekci několika chromosomů (Pellestor et al, 1996). Metodu PRINS lze 
využít k detekci aneuploidie v lidských spermiích a blastomerách, pro vyšetření plodové 
vody, choriových klků, detekci fetálních buněk v mateřské krvi ,  v onkologické 








Obr.10  Využití PRINS pro vyšetření blastomer: chromosomy 1 a 18, normální nález  
Obr.11  Využití PRINS pro vyšetření spermi:, chromosom 18, normální nález (obojí z materiálu autorky) 
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1.2.2.3   Metoda PNA  - FISH a její využití 
První publikovaná práce týkající se stavby a vlastností PNA se objevila v časopise 
Science v roce 1991 (Nielsen et al., 1991). PNA (Peptide Nucleic Acid) jsou syntetické 
oligomery, analogy DNA, ve kterých je fosfodiesterová páteř nahrazena repetitivními 
jednotkami N (2-aminoethyl) glycinu, na které jsou purinové a pyrimidinové báze navázány 
methylkarbonylovou vazbou (obr. 12). Díky flexibilní polyamidové páteři  mají PNA sondy 
unikátní hybridizační charakteristiky. 
 
 
Obr.12  Srovnání řetězců  DNA a PNA (Pellestor et al., 2004) 
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Fyzikálně-chemické vlastnosti PNA zahrnují: 
a) Neutralitu  
b) Vysokou stabilitu v širokém rozmezí teplot a pH 
c) Vysokou vazebnou specifitu 
d) In situ rezistenci vůči nukleázám a proteázám 
e) Dlouhou životnost  
 
Tyto charakteristiky jsou optimálně využívány v diagnostice (Obr. 13). Díky své 
struktuře mají PNA sondy schopnost hybridizovat s vysokou afinitou a specifitou ke 
komplementárním DNA nebo RNA sekvencím. Na rozdíl od DNA a RNA, PNA páteř je 
neutrální, takže nevzniká žádný elektrický odpor mezi PNA a cílovými sekvencemi. Duplexy 
PNA-DNA nebo PNA-RNA mají tedy vyšší stabilitu než přirozené homo- nebo heteroduplexy 
(DNA-DNA nebo DNA-RNA duplexy). Tato vysoká stabilita vede k vyšší Tm teplotě tání než je 
u DNA-DNA nebo DNA-RNA duplexů (Jensen et al., 1997).  
Dalším důsledkem polyamidové páteře je, že PNA hybridizují nezávisle na koncentraci 
solí. To znamená, že hybridizují s cílovou DNA již při jejich velmi nízkých koncentracích. PNA 
hybridizují k cílovým DNA nebo RNA sekvencím na základě Watson-Crickova pravidla o 
párování bazí.  Na rozdíl od DNA, flexibilní PNA se může vázat paralelně i antiparalelně a 
hybridizovat s jednořetězcovou (ss) i dvouřetězcovou (ds) DNA. Preferenčně se váží 
 antiparalelně (Rasmussen et al., 1997). 
Hybridizace PNA sond ke komplementárním DNA nebo RNA sekvencím probíhá 
s vysokou afinitou a specifitou. PNA-DNA hybridizace je signifikantně více ovlivněna 
záměnou 1 báze.  Ta má v komplexu  PNA-DNA silně destabilizující efekt (záměna jedné báze 
v 15-merním duplexu PNA-DNA sníží Tm o 15º C, zatímco v duplexu DNA-DNA pouze o 10ºC). 
Tato vysoká hladina diskriminace na úrovni 1 báze znamená, že krátké PNA sondy mají 
vysokou sekvenční specifitu, což umožňuje rozlišit dvě repetitivní sekvence lišící se pouze 
v jedné bázi , čehož nelze dosáhnout u FISH sond (Giesen et al, 1998). 
Syntetická páteř PNA je rezistentní k degradaci proteázami a nukleázami. Díky této 
rezistenci mají PNA delší životnost in vivo a in vitro. Jak bylo uvedeno výše, tato vysoká 
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biostabilita zvyšuje spolehlivost PNA v diagnostických aplikacích. Vzhledem k tomu, že PNA 
nejsou rozpoznávány  polymerázami,  nemohou být použity jako primery pro amplifikaci (Ray 
et al., 2000). 
Pro ISH se používají PNA sondy tvořené krátkými oligonukleotidy (15–25 bp). 
V současné době jsou dostupné centromerické a telomerické sondy. Jejich hlavními 
výhodami jsou vysoká rychlost hybridizace (30 – 60 minut), vysoká specifita a tím daná nízká 
intenzita pozadí signálu a snadné odmytí nespecifických signálů, při kterém nedochází k 
poškození cílové DNA. To znamená, že na jednom preparátu může být provedeno více „kol“ 
hybridizace než při standardní FISH.  
PNA byly poprve využity jako ligandy pro rozpoznávání dsDNA. V posledních letech se 
staly předmětem zájmu díky svému obrovskému potenciálu jako terapeutické agens a 
nástroj molekulární genetiky. Významnou úlohu hrají i v cytogenetice, kde umožnily rozvoj 
rychlých, jednoduchých a robustních technik pro in situ analýzu, byly testovány na mnoha 
typech buněk a v současné době se jejich unikátních fyzikálně-chemických vlastností využívá 
k různým diagnostickým a výzkumným účelům. Využití PNA sond je podrobněji popsáno 








                                           Obr.13 Využití PNA sondy, lymfocyty(archiv autorky)  
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1.2.2.4  Metoda aCGH a její využití 
aCGH (array comparative genomic hybridization)  je progresivní molekulární technika 
založená na hybridizaci referenční a vyšetřované DNA. Jako zdroj genetického materiálu 
slouží bioptované buňky (blastomery, PB, trofoektoderm), které je nejprve nutno zlyzovat a 
uvolněnou DNA amplifikovat. Pro lýzu a následnou celogenomovou amplifikaci (dále WGA, 
whole genome amplification) jsou standardně používány komerční kity. Vyšetřovaná DNA je 
fluorescenčně značená odlišným barvivem než referenční DNA, nejčastěji pomocí 
fluorescenčních barviv Cy3 a Cy5 (deriváty na bázi Cyaninu 3 a Cyaninu 5). 
Fluorescenčně označený vzorek a referenční vzorek jsou následně hybridizovány 
s mikročipem (obr. 14). Mikročip představuje zmapované DNA sekvence lidského genomu, 
roboticky nanesené na povrch skla. Získaná data pak představují poměry intenzit signálů 
fluorescenčních značek (Cy3 a Cy5) na jednotlivých klonech BAC. Signifikantní odchylky od 
očekávaného poměru jsou výsledkem ztráty nebo zisku kopií DNA v poměru k referenční 
DNA. Software automaticky vyhodnotí odchylky od fluorescence a umožní tak automatickou 
vizualizaci nalezených aberací (trisomie, monosomie atd.). Tyto genomické imbalance (a tak i 
CA) mohou být ověřeny jinými cytogenetickými a molekulárně-genetickými metodami, jako 
jsou metafázní nebo interfázní FISH analýza, kvantitativní PCR metody, technika multiplex 
ligation dependent probe amplification (MLPA) případně jinými arrayCGH platformami s 
vyšším rozlišením.  
 
Obr.14  Princip metody aCGH (zdroj: BlueGnome) 
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Výhodou arrayCGH oproti metodám specifickým pro konkrétní oblasti DNA je 
screening celého genomu, který umožňuje odhalení i klinicky neočekávaných strukturních a 
početních imbalancí v genomu, včetně detekce mosaicismů při biopsii více buněk současně 
(trofektoderm). Nevýhodou arrayCGH technologie je především neschopnost identifikovat 
balancované strukturní aberace, jako jsou balancované translokace a inverze. To vyplývá z 
principu metody, který je založen na detekci zisku nebo ztráty množství DNA v porovnání s 
referenčním vzorkem. Další nevýhodou metody je její časová náročnost, která v případě 
vyšetření trofoektodermu neumožňuje získat výsledek v požadovaném časovém intervalu a 
vyžaduje zamrazení (vitrifikaci) vyšetřovaných embryí a provedení kryoembryotransferu až 
v některém z dalších cyklů. 
Pro potřeby PGS/PGD jsou v klinické praxi nejpoužívanější čipy od firmy BlueGnome 
24sure/24sure+Tm  (www.cambridgebluegnome.com/products/24sure/). Umožnují screening 
všech 24 chromosomů z jedné buňky a výběr euplodního embrya pro transfer. Do té doby 
všechny dostupné metody umožnovaly screening pouze omezeného počtu chromosomů. 
Četné studie prokázaly, že screening maximálního počtu osmi chromosomů neměl žádný 
benefit pro frekvenci živě narozených dětí po IVF (Fragouli and Wells, 2012).  
 36
Komerční metoda 24sureTm  v kombinaci s biopsií PB nebo trofoektodermu zvyšuje 
úspěšnost IVF výběrem kvalitního (euploidního) embrya na transfer, podporuje elektivní 
single embryo transfer (SET) a tím  omezuje riziko vícečetných těhotenství. Snižuje riziko 




















Obr.15  Příklad vyšetření blastomer metodou aCGH v naší laboratoři (nález trisomie chromosomu 9)(archiv autorky)  
 
47,XX,+9  blastomera 
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2. CÍLE DIZERTAČNÍ PRÁCE 
 
Epidemiologická data prokazují, že CA jsou hlavní příčinou VVV a významnou příčinou 
poruch fertility u obou pohlaví. Infertilitou je v současné době postiženo 10-15% párů. Proto 
jsem se ve své disertační práci zaměřila na studium chromosomových aberací a genových 
mutací, zejména ve vztahu k poruchám lidské fertility. Ke svému studiu jsem využila 
optimalizovaných molekulárně cytogenetických metod, které jsem zavedla v Centru 
reprodukční genetiky Ústavu biologie a lékařské genetiky v posledních deseti letech. 
 
Základní cíle mé disertační práce zahrnují:  
1/  Stanovení úrovně aneuploidie v gametách, PB a preimplantačních embryích pomocí PNA 
sond  a  komparativní analýza technik PNA-FISH versus PRINS. 
Prvním cílem mé disertační práce bylo adaptovat uvedené metody pro potřeby 
diagnostického vyšetření v reprodukční genetice u lidských gamet a preimplantačních  
embryí v rámci in situ identifikace chromosomů a detekci jejich numerických 
chromosomových abnormalit a ověřit jejich účinnost v rámci PGD ve srovnání s „klasickými“ 
DNA sondami. 
2/  Studium chromosomových aneuploidií ve spermiích nosičů zárodečné mutace v genu 
TP53. 
Druhým cílem mé disertační práce bylo studium vlivu zárodečné mutace v genu TP53 
na frekvenci chromosomové aneuploidie ve spermiích pacientů se syndromem Li-Fraumeni 
(dále LFS). 
3/ Studium varianty rs6836703:   G>A v ART3 genu a její vliv na spermatogenezi u české 
populace mužů s oligozoospermií a azoospermií. 
Třetím cílem mé disertační práce bylo studium dopadu varianty rs6836703:G>A v 
genu pro ADP-ribosyltransferázu a jejího vliv na spermatogenezi u české populace mužů 
s oligozoospermií a azoospermií pomocí metody HRM. 
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3. VÝSLEDKY A DISKUZE K PŘILOŽENÝM PUBLIKACÍM 
3.1 Stanovení úrovně aneuploidií v gametách, PB a preimplantačních 
embryích pomocí PNA sond a komparativní analýza technik PNA-FISH versus 
PNA 
Během prvních let mého postgraduálního studia jsem se zaměřila na rozvoj a 
adaptaci nových technik pro detekci CA gamet a embryí jako alternativu ke „klasické“ 
metodě FISH. Pro tyto účely jsem zvolila metody PRINS a zejména pak PNA sondy.  
PNA sondy jsou syntetické oligomery, které hybridizují s DNA v krátkém čase, 
s vysokou afinitou a specifitou (viz výše, kapitola 1.2.2.3). PNA sondy byly doposud  
využívány k identifikaci chromosomů a testovány pro diagnostické aplikace v bakteriologii, 
virologii a molekulární genetice. Použití v lidské cytogenetice bylo omezeno na ojedinělé 
testování aneuploidií v lymfocytech. Naším cílem bylo vylepšit metodu PNA-FISH, zavést do 
humánní molekulární cytogenetiky a rozvinout její použití pro chromosomovou analýzu  
v reprodukční genetice na spermiích, oocytech, PB a embryích. Dalším cílem bylo prokázat, 
že tato technika může byt kombinována s metodami FISH a PRINS. Obě posledně uvedené 
metody jsou diagnosticky důležitou alternativou konvenční metodiky FISH v oblasti 
reprodukční genetiky a ART.  
Ověřili jsme, že obě tyto metody jsou vhodné pro in situ identifikaci chromosomů v 
lidských gametách a embryích, které jsou relativně technicky nedostupným cílovým 
„materiálem“, podobně jako jednotlivé buňky: lidské spermie, PB a blastomery. Základní 
výhodou těchto technik je vysoká specifita PRINS primerů a PNA sond, rychlost hybridizační 
reakce, včetně jejich vysoké schopnosti diskriminace na úrovni jedné báze. PRINS primery i 
PNA sondy jsou krátké nukleotidové sekvence, což usnadňuje jejich průnik k cílovým 
nukleotidovým sekvencím. To představuje výhodu například ve spermiích, u kterých, jak 
jsme ověřili, není vyžadována tak striktní dekondenzace jader, jako v případě FISH sond. 
Podařilo se nám zavést robustní a efektivní metody pro in situ chromosomovou analýzu 
lidských gamet a embryí. V případě PRINS primerů i PNA sond jsme zavedli vícebarevný 
protokol umožňující vyšetření několika chromosomů v reakci pro spolehlivější identifikaci 
aneuploidií, zvláště u preimplantačních embryí. Demonstrovali jsme, že PRINS primery i PNA 
sondy jsou významným nástrojem pro molekulárně-cytogenetický výzkum a diagnostiku 
v reprodukční genetice. 
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Vyšetřili jsme celkem 34 oocytů, 17 PB a 27 blastomer z 10 embryí, která z důvodu 
špatné morfologické kvality nebylo možné použít pro embryo-transfer při IVF. Pro analýzu 
byly použity přímo značené centromerické PNA sondy specifické pro chromosomy 1, 4, 9, 16, 
18, X a Y v jednoduché i sekvenční PNA reakci.  
Každá sonda je krátká syntetická sekvence (18-22 bazí) specifická pro centromerické 
repetitivní sekvence cílových chromosomů. Sondy specifické pro chromosomy 4, 9 a X byly 
značeny fluoresceinem, sondy pro chromosomy 16, 18 a Y byly značeny rhodaminem a 
sonda specifická pro chromosom 1 diethylaminocoumarinem.  Každou sondu jsme nejprve 
otestovali na lidských metafázních chromosomech, přičemž byla prokázána specifita značení 
každé sondy v rozmezí 96 až 100%. 
U 27 ze 34 oocytů byla provedena jednoduchá vícebarevná PNA reakce. U 5 oocytů 
byla provedena kombinovaná sekvenční PNA reakce. U 2 oocytů  jsme úspěšně provedli 
reakci s kombinací PNA a FISH sond. Po nezávislé denaturaci byla provedena hybridizace s 
PNA sondou pro chromosom 9 a FISH sondou pro chromosom 16 (Vysis). V 17 případech bylo 
vyšetření oocytů doplněno chromosomovou analýzou korespondujících PB pomocí PNA 
sond.  
Ověřili jsme účinnost PNA sond na spermiích, izolovaných lidských oocytech, PB a 
blastomerách a umožnili tak rychlejší  a přesnější diagnostiku chromosomových aneuploidií u 
gamet. To je důležité zejména v případě preimplantačního vyšetření, kdy rychlost vyšetření a 
stanovení diagnózy hraje velkou roli, neboť embrya je nutné transferovat do dělohy 
maximálně pátý den kultivace in vitro. To znamená, že v případě vyšetření  trofoektodermu 
 40
metodou FISH je nutné embrya kryokonzervovat a transferovat pacientce do dělohy až 
v některém z dalších cyklů. To v případě bioptovaných embryí představuje komplikaci, neboť 
embrya poškozená biopsií nemusí proces zamražení a rozmražení přežít. Další výhodou je 
vysoká specifita PNA sond a tudíž nízká intenzita pozadí signálu, což snižuje riziko falešné 
diagnózy, jako v případě FISH sond. Nespornou výhodou je také to, že PNA sondy hybridizují 
nezávisle na koncentraci solí, což umožňuje snadnější odmytí signálů, při nižší stringenci 
roztoku a celkově nižší teplotě. To je důležité zejména v případě sekvenční reakce, kdy při 
odmývání sond navázaných v předchozí reakci může dojít k poškození vyšetřovaného 
materiálu a chybné interpretaci výsledků, což je v případě, kdy vyšetřovaným materiálem je 
jediná buňka, zásadní.  
Studie ukázala možnosti využití PNA sond pro vyšetření aneuploidií oocytů, PB a 
blastomer. Frekvence a typy nalezených abnormalit byly v souladu s nálezy FISH studií. 
Prokázali jsme, že díky svým unikátním fyzikálně-chemickým vlastnostem a snadnému 
použití mohou být PNA sondy významným doplňkem FISH pro vyšetření gamet a 
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Cílem této práce byla komparativní analýza technik PRINS a PNA, které jsme rozvinuli 
a adaptovali na lidské gamety a embrya. Obě metody jsou významnou alternací konvenční 
FISH metody. Ověřili jsme, že obě tyto metody představují výhody pro in situ identifikaci 
chromosomů lidských gamet a embryí, které jsou technicky náročným cílovým vyšetřovacím 
materiálem, jako jsou lidské spermie, PB a blastomery. Největší výhodou těchto technik je 
vysoká specifita PRINS primerů a PNA sond, rychlost hybridizační reakce a jejich vysoká 
schopnost diskriminace. 
PRINS primery i PNA sondy jsou krátké nukleotidové sekvence, což usnadňuje jejich 
průnik k cílovým nukleotidovým sekvencím. To představuje výhodu například ve spermiích, u 
kterých, jak jsme ověřili, není vyžadována tak striktní dekondenzace jader, jako v případě 
FISH sond. Podařilo se nám zavést robustní, rychlé a efektivní metody pro in situ 
chromosomální analýzu lidských gamet a embryí. V případě PRINS i PNA jsme zavedli 
vícebarevný protokol umožňující vyšetření několika chromosomů v reakci pro spolehlivější 
identifikaci aneuploidií, zvláště u preimplantačních embryí. Demonstrovali jsme, že PRINS i 
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V této práci jsme shrnuli výsledky a poznatky předchozích studií týkajících se využití 
PNA sond v reprodukční medicíně a doplnili o poznatky týkající se vývoje této technologie a 
jejich aplikace v jiných oblastech molekulární genetiky a cytogenetiky. Rovněž jsme shrnuli 
výhody diagnostického využití PNA sond. V současné době jsou PNA sondy využívány např. 
pro detekci jednonukleotidových změn v microarray konfiguraci. V molekulární cytogenetice 
jsme demonstrovali jejich výhody pro chromosomovou analýzu spermií, oocytů a blastomer. 
Výhodou je také možnost uplatnění těchto sond in vivo, kdy pomocí fluorescenčního značení 
je možná přímá analýza genové lokalizace a exprese. Díky své stabilitě a rezistenci mají PNA 
oligomery velký potenciál pro rozvoj těchto nových neinvazivních metod v in vivo studiích a 
diagnostice PGD/PGS. Kromě jejich využití jako hybridizačních sond, se v současné době 
využívají k mapování genů, v antigenní terapii, k detekci mutací. V molekulární cytogenetice 
jsou využívány pro různé výzkumné aplikace, kde byla prokázána  výrazně vyšší efektivita než 
u FISH sond. Takovým příkladem je analýza telomer. Řada prací také hodnotí vysokou 
spolehlivost PNA sond pro studium jaderné topologie (Nagele et al, 2001), kinetiky distribuce 
chromosomů během buněčného cyklu, stejně jako pro mnoho jiných klinických a 

























3.2  Studium chromosomové aneuploidie spermií u nosičů mutace v genu TP53 
 
Lidský gen TP53 je tumor supresorový gen, lokalizovaný na krátkém raménku 
chromosomu 17 (17p13.1). Celková délka genu je asi 20 kb, skládá se z 11 exonů a 10 
intronů.  
Jeho produkt, tumor-supresorový protein p53 (transformation-related protein), má 
klíčovou roli jako transkripční faktor a má schopnost řídit odpověď buňky na poškození  DNA. 
Při jejím poškození zastaví p53 buněčný cyklus v některém z kontrolních bodů a umožní její 
opravu, popřípadě navodí apoptózu, nebo senescenci. Při fyziologickém stavu je p53 
inaktivní a v cytoplazmě je navázán na přenašeč MD2. Při poškození DNA dojde k navození 
signalizační kaskády, jejímž výsledkem je fosforylace přenašeče MD2 a uvolnění proteinu 
p53, čímž se aktivuje (Huang et al., 2012). 
  Protein p53 je rovněž spjat s apoptózou v zárodečných buňkách během 
spermatogeneze, což může významně ovlivnit lidskou fertilitu nebo způsobit infertilitu. 
Doposud byly popsány 3 polymorfizmy – dva v TP53 a jeden v MDM2, genech asociovaných 
s mužskou infertilitou a předpokládá se, že některé genetické varianty  TP53  jsou rizikovým 
faktorem mužské infertility (Mashayeghi, 2012).  Zatím není známo, jak polymorfismy 
v těchto genech mohou ovlivnit  apoptózu v zárodečných buňkách a způsobit mužskou 
infertilitu (Huang et al., 2012).  
Některé studie nalezly i souvislost mezi genetickou variantou TP53 u žen, ženskou 
infertilitou, nebo zvýšeným rizikem vícečetných těhotenství, neboť gen TP53 hraje roli 
v implantaci blastocyst a intrauterinního vývoje embrya (Tagliani-Ribeiro et al., 2012). Bylo 
prokázáno, že určité polymorfizmy TP53 ovlivňují expresi LIF (leukemia inhibitory factor), 
cytokinu, který má klíčovou roli pro implantaci blastocyst (Pasculin et al., 2012). 
Mutace v genu TP53 jsou spojeny se vznikem více než 50% lidských maligních nádorů 
a hrají klíčovou roli v patogenezi Li-Fraumeni syndromu (dále LFS). Byla prokázána souvislost 
mezi mutacemi TP53 a zvýšeným výskytem chromosomových aberací v těchto nádorech. 
Předpokládalo se, že tyto genomické přestavby vznikají progresivně během vzniku nádoru. 
Poslední studie však ukazují, že existuje i alternativní mechanizmus zahrnující masivní 
chromosomové přestavby v jednom „katastrofickém“ kroku mechanizmem zvaným 
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chromothripsis. Studie u pacientů s  LFS, nesoucích zárodečnou mutaci TP53 odhalila 
komplexní chromosomové přestavby. Byla prokázána přímá souvislost mezi TP53 mutací a 
chromothripsis v Sonic-Hedgehog meduloblastomu u LFS pacientů. Také studie jiných typů 
nádorů u LFS pacientů prokázaly přímou asociaci mezi TP53 mutací a chromothripsis a 
potvrdily silný vliv p53 v katastrofických DNA přestavbách. Velmi silná vazba byla např. mezi 
mutací TP53 a AML (akutní myeloidní leukémií) a dalších nádorů (Rausch et al., 2012) u LFS.  
LFS je AD dědičné onemocnění, asociované s vysokou náchylností k nádorům (Li and 
Fraumeni, 1969). Podstatou onemocnění je zárodečná mutace genu TP53 kódujícího tumor-
supresorový protein p53  (Malkin, 1993). V případě mutantního genu TP53 nedojde vlivem 
chybné kontroly buněčného cyklu k reakci na poškození DNA a k zástavě buněčného cyklu a 
senescenci nebo apoptóze (Vogelstein et al., 2000). Typickým znakem LFS jsou nádorová 
onemocnění blízkých příbuzných v nízkém věku. Nejčastější jsou sarkomy měkkých tkání a 
kostí, nádory prsu s časným nástupem, nádory centrálního nervového systému a leukémie. U 
dětí jsou to hlavně adrenokortikální nádory a nádory choroidálního plexu. Celoživotní riziko 
vzniku nádoru je u mužů 70%, u žen téměř 100% vlivem vysokého výskytu karcinomu prsu. 
Vzhledem k nedávným nálezům účasti genu TP53 ve spermatogenezi a výskytu dvou 
případů Turnerova syndromu u dětí s LFS jsme se v naší práci zaměřili na studium výskytu 
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Do naší studie jsme zařadili dva nepostižené nosiče mutace TP53 ze dvou 
nepříbuzných rodin postižených LFS, kteří zatím nepodstoupili chemo- ani radioterapii. 
Pacient A, 41 let, byl nosič mutace Gly245Ser, pacient B, 33 let, nosič p.Arg342-STOP mutace. 
K nim byli do studie zařazeni čtyři nepříbuzní zdraví jedinci jako kontroly. 
Pomocí metody FISH jsme vyšetřili aneuploidie chromosomů ve spermiích těchto 
pacientů a u zdravých kontrol. Byly použity centromerické sondy pro chromosomy 15, 16, 17, 
18, X a Y a lokus-specifické sondy pro chromosomy 13 a 21.  Pro každý chromosom bylo 
vyšetřeno 10.000 spermií. U nosičů mutace v genu TP53 jsme nalezli signifikantně zvýšenou 
frekvenci numerických abnormalit, především disomie pohlavních chromosomů a odhalili 
riziko chromosomově abnormálního potomstva u těchto pacientů.  
Tato studie byla první studií tohoto typu u pacientů s LFS. Prokázali jsme, že zvýšená 
frekvence chromosomových aneuploidií spermií těchto pacientů může mít potenciální 
souvislost s mutací v genu TP53 a jeho role ve spermatogenezi a nálezu aneuploidie 
v nádorech. Tento nález může také korelovat s nálezem dvou případů Turnerova syndromu 
v LFS rodinách popsaných v literatuře, což je vzhledem ke vzácnosti tohoto syndromu 
výzkumně a diagnosticky signifikantní nález (Pivnick et al., 1998, Krutilkova et al., 2005).  
Z těchto nálezů vyplývá, že ztráta funkce genu TP53 nebo TP53 haploinsufience může 
mít za následek zvýšený výskyt aneuploidie v gametách nosičů této mutace vlivem nesprávné 



























3.3 Studium varianty rs6836703:   G>A v ART3 a její vliv na spermatogenezi u 
české populace mužů s oligozoospermií a azoospermií 
 
Jak již bylo zmíněno v úvodu této práce, neplodnost postihuje v současné době 10 - 
15% párů, přičemž asi u přibližně 50% případů mužské neplodnosti nebyla původní příčina 
doposud identifikována. Bylo publikováno velké množství prací analyzujících genetické 
příčiny mužské neplodnosti. Publikace zabývající se japonskou populací prokázala, že 
varianta rs6836703:G>A v genu pro ADP-ribosyltransferázu (ART3) je signifikantně 
asociována s neobstrukční azoospermií (NOA). Cílem této práce bylo stanovit frekvenci 
varianty  rs6836703:G>A v genu pro ADP-ribosyltransferázu a její vliv na spermatogenezi u 





























Publikace 5    
 
NORAMBUENA P, DIBLIK J, KRENKOVA P, PAULASOVA P, MACEK M, MACEK M Sr. 
ADP-ribosyltransferase 3 (ART3) variant is associated with reduced sperm counts in Czech 
males: case/control association study 
replicating results from the Japanese population. 
Neuro Endocrinol Lett 2012; 33: 48-52. 
 IF 1.05, citováno 0x 
 
Do studie bylo zařazeno 257 mužů prokázanou fertilitou a 98 sub-/infertilních 
pacientů s oligozoospermií (koncentrace spermií pod 15mil/ml) a azoospermií (nepřítomnost 
spermií v ejakulátu) s prokázanou idiopatickou infertilitou vyšetřených na našem pracovišti. 
Pacienti byli vybráni dle přísně stanovených kritérií. Provedli jsme klinickou charakterizaci 
pacientů dle osobní anamnézy, výsledků laboratorního andrologického a genetického 
vyšetření. Vyloučili jsme pacienty s obstrukční azoospermií, s chromosomovými aberacemi a 
dalšími možnými příčinami poruch fertility jako varikokélou, prodělanými infekcemi, 
kontaktem s chemikáliemi, apod. 
Byly nalezeny významné rozdíly v distribuci této varianty varianty rs6836703: G> A 
mezi fertilními muži a sub-/infertilními muži, jelikož frekvence alely A byla výrazně zvýšena u 
infertilních mužů (pacientů s oligozoospermií). Tato studie byla první úspěšnou replikací 
patogenetického potenciálu varianty rs6836703: G> A u poruch spermatogeneze. Zjistili 
jsme, že tato varianta je asociována s oligozoospermií u českých mužů. Je však potřeba tento 
nález objektivizovat v dalších populacích a určit klinickou významnost tohoto vyšetření před 














4. DISKUZE A ZÁVĚRY 
 
S vyšším věkem matky stoupá riziko výskytu CA v oocytech, které tvoří zhruba 90% 
podíl všech chromosomových aneuploidií u aberantních embryí. Vysoká frekvence CA tvoří 
významný podíl na selhání implantace embryí. Četné studie potvrdily, že 15 – 20 % oocytů 
nese CA způsobené nondisjunkcí chromosomů nebo předčasnou separací chromatid (Angel 
1994, Pellestor et al., 2002). Tato data byla potvrzena i výsledky cytogenetických studií 
lidských preimplantačních embryí, neboť 25-60 % z nich nese CA. Pouze 40% embryí 
transferovaných v IVF cyklech vede k úspěšnému těhotenství. Problematika mechanismu 
vzniku CA během zrání oocytu je stále aktuální a nedostatečně prozkoumána, o čemž svědčí i 
recentní publikace zabývající se touto problematikou. Přímá cytogenetická analýza zralých 
lidských oocytů představovala významný krok k objasnění výskytu CA u člověka, jejíž 
výsledek má přímý dopad na úspěšnost umělého oplození (Pellestor et al. 1988, 1995, 2005).  
 V nedávné době bylo nejrozšířenější diagnostické vyšetření chromosomových 
aneuploidií embryí vzniklých technikou IVF molekulárně-cytogenetické vyšetření blastomer 
metodou FISH s cílenými sondami na specifické markery, které ovšem neposkytuje kompletní 
informaci o celém karyotypu. Další nevýhodou v tomto přístupu je rozsáhlý mozaicismus ve 
vyvíjejícím se raném embryu, vedoucí ke špatné interpretaci embryonálního karyotypu 
získaného na základě informace z jedné blastomery. Mnohem komplexnější metoda, která se 
v současné době uplatňuje v diagnostických cytogenetických postupech vyšetření 
aneuploidií, je technika arrayCGH.  
V současné době se vede diskuze o zavedení arrayCGH do rutinní diagnostické praxe 
a proplácení výkonu zdravotními pojišťovnami (prof. M. Macek, jr. DrSc, osobní sdělení). 
Tyto aspekty předurčují důležitost preimplantačního cytogenetického vyšetření, zejména PB 
technikou aCGH, jakožto relativně bezpečné a nízkoinvazivní metody PGS. Molekulárně-
cytogenetické vyšetření obou PB během jednoho IVF cyklu pomocí arrayCGH by zatím bylo 
finančně náročné, a proto je důležité zavést indikační kritéria pro toto vyšetření. S rozvojem 
moderních cytogenetických metod, založených na principu mikročipů, dochází k výraznému 
posunu v diagnostice a výzkumu aneuploidií i strukturních abnormalit v lidských gametách a 
embryích.  
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Mezi nejperspektivnější technologie v současnosti patří metoda arrayCGH, která 
umožňuje studovat početní i nebalancované strukturní změny v celém genomu při velmi 
dobrém rozlišení, včetně vyšetření pomocí mikročipů na bázi jednonukleotidových 
polymorfismů (SNP; single nucleotide polymorphism) umožňující rozlišení až na úrovni 
jednotlivých nukleotidů. Metoda arrayCGH se již klinicky využívá i v PGD/PGS.  Mikročipové 
technologie dnes mají důležitou úlohu jako nástroj pro screening aneuploidií a detekci 
strukturních nebalancovaných abnormalit v PB, blastomerách nebo trofektodermu a 
umožňují následný výběr geneticky normálních embryí vhodných k transferu při IVF. 
S vývojem těchto technologií rostou možnosti jejich uplatnění v klinické diagnostice CA a 
významně doplňují a postupně nahrazují klasické cytogenetické i molekulárně cytogenetické 
metody. 
Při léčbě neplodnosti pomocí metod ART máme možnost odhalit CA, které u člověka 
vznikají v průběhu gametogeneze, oplození a časného vývoje in vitro i in vivo a vybrat pouze 
zdravá (euploidní) embrya pro transfer. Proto je kladen velký důraz na objasnění původu 
těchto jevů a jejich co možná nejlepší diagnostiku. 
 Díky svým unikátním fyzikálně-chemickým vlastnostem PNA sondy představují 
efektivní alternativu nové technologie na poli molekulární cytogenetiky, stejně tak jako 
zajímavou alternativu metody FISH pro pro molekulárně cytogenetické vyšetření a in situ 
detekci CA.  Aplikace PNA v lidské reprodukční genetice je zajímavým příkladem efektivnosti 
těchto sond. Úspěšně jsme adaptovali PNA techniku na lidské spermie, oocyty, PB a 
preimplantační embrya. Pomocí centromerických specifických PNA sond  jsme demonstrovali  
jejich účinnost pro rychlou detekci CA na lidských oocytech, polárních tělíscích a 
blastomerách. To znamenalo náročný úkol vzhledem ke specifitě těchto buněk. Naše 
experimenty prokázaly, že tento nový typ sond lze použít i na specifický typ biologického 
materiálu, a to jednotlivé buňky. Rychlost in situ značení, vysoká specifita PNA sond a jejich 
stability jsou signifikantní výhody pro jejich použití pro klinické aplikace, obzvláště tehdy, 
když chromosomová analýza musí být provedena v limitovaném čase (jako v případě 
PGD/PGS) nebo u vysoce kondenzovaných jader jako u lidských spermií, na limitovaném 
množství materiálu, jako v případě lidských oocytů nebo blastomer.  
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Nicméně, rozvoj PNA technologie v oblasti lidské genetiky byl konfrontován 
s některými problémy , které se nakonec staly limitujícím faktorem pro rutinní použití PNA 
sond v klinické diagnostice. Především vývoj a komerční distribuce FISH - DNA sond byl 
mnohem intenzivnější díky vytvoření rozsáhlé knihovny sond, zjednodušení jejich výrobního 
procesu, poklesu prodejní ceny a rozvoj firem distribujících FISH sondy (např. Abbott-Vysis, 
Oncor). Oproti tomuto rozsáhlému marketingu jsou PNA sondy distribuovány pouze několika 
firmami (AppliedBiosystem, Dako, Panagene) (www.dako.com, www.panagene.com). 
V neposlední řadě, PNA protokol pro in situ značení chromosomů je podobný FISH protokolu, 
a proto byly PNA sondy považovány velkou většinou laboratoří pouze jako varianty „klasické“ 
FISH. V současné době jsou na trhu PNA sondy telomerické a  firma Applied Biosystems 
nabízí program „The PNA Probe Designer“, přes který je možné si navrhnout vlastní PNA 
sondy (www6.appliedbiosystems.com/support/pnadesigner.cfm).  
PNA sondy jsou v molekulární cytogenetice nejčastěji využívány pro různé výzkumné 
aplikace, kde byla prokázána výrazně vyšší efektivita než u standardních FISH sond. Takovým 
příkladem je analýza telomer. Řada prací hodnotí vysokou spolehlivost PNA sond pro 
studium jaderné topologie (Nagele et al, 2001), kinetiky distribuce chromosomů během 
buněčného cyklu, stejně jako pro mnoho jiných klinických a diagnostických aplikací. Zřejmě 
nejvýznamnější je v současné době využití PNA pro regulaci genové exprese pomocí 
microRNA. PNA mohou inhibovat transkripci i translaci cílových genů (antigene, antisense 
therapy) (Fabbri et al., 2011). 
V souhrnu byla má disertační práce zaměřena na využití metod molekulární 
cytogenetiky, a to zejména využití PNA sond v diagnostice aneuploidií lidských gamet, PB. 
Prezentovala jsem přehled metod studia CA v lidských gametách a embryích a shrnula jejich 
výhody a limitace. Tyto metody dosud nejsou obsoletní a ve vhodných indikacích doplňují 
rychle se rozšiřující vyšetření aCGH v diagnostické praxi v reprodukční genetice.   
V experimentální části své práce jsem se věnovala především studiu CA ve spermiích 
nosičů zárodečné mutace TP53, pacientů s LFS. Tato studie byla první studií tohoto typu a 
podařilo se nám prokázat signifikantně zvýšenou frekvenci chromosomových aneuploidií, 
zejména gonozomů, u těchto pacientů. To představuje zvýšené riziko chromosomových 
aneuploidií pro potomstvo těchto mužů. Nález je zajímavý i z hlediska nedávného odhalení 
účasti genu TP53 ve spermatogenezi (Mashayeghi, 2012).  Asi 15% případů mužské infertility 
je způsobeno definovanými genetickými faktory jako, chromosomovými abnormalitami, 
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mikrodelecemi chromosomu Y a mutacemi v genech, které hrají důležitou roli ve 
spermatogenezi. Velký podíl mužské infertility však tvoří idiopatická infertilita. V posledních 
letech byla identifikována řada genů a genetických variant, souvisejících s mužskou 
infertilitou a tyto studie dále pokračují. V poslední části své experimentální práce jsem se 
proto účastnila studie zkoumající vliv varianty  rs6836703:G>A v genu pro ADP-
ribosyltransferázu na spermatogenezi u české populace subfertilních a infertilních mužů 
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